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RESUMO 
O desenvolvimento de um novo modelo de estudo da resposta inﬂamatória 
induzido pela crioterapia, foi descrito . Nitrogênio líquido em jato foi aplicado sobre uma 
bolsa de ar subcutânea na pele normal do dorso de camundongos da linhagem suíça, para 
estudar a cinética da migração celular da resposta inﬂamatória induzida pelo processo; o 
exsudato inﬂamatório do interior da bolsa de ar foi retirado 3, 6, 12, 24, 48 e 72 horas 
depois da crioterapia; as quantidades de células leucocitárias e subpopulações foram 
medidas usando-se citometria de fluxo. O mesmo procedimento foi feito na orelha, e 
análise histopatólogica realizada nos mesmos pontos para comparaçao. A contagem de 
leucócitos no exsudato foi mais alta entre os pontos de 12 e 24 horas. O inﬁltrado foi 
predominantemente granulocitico nas primeiras 12 horas. Um infiltrado mononuclear, 
iniciahnente correspondendo a aproximadamente 20% do total, evoluiu progressivamente, 
atingindo valores em torno de 50% na 48” e 72a hora após a crioterapia. Achados 
semelhantes foram observados no estudo anatomopatológico das amostras a partir das 
orelhas dos camundongos. Concluiu-se, portanto, que o infiltrado celular induzido pelo 
modelo da crioterapia, utilizado no presente trabalho, foi predominantemente granulocítico 
e induz uma inﬂamação aguda persistente por 72 horas. 
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SUMMARY 
The development of a novel study model of inﬂammation caused by cryotherapy 
was described. Liquid nitrogen jets were applied on subcutaneous air pouch done under the 
dorsal normal skin of Swiss mice strain to study the kinetic of inﬂammatory cellular 
migration. Inﬂammatory exudate from the air pouch was retrieved at 3, 6, 12, 24, 48, and 
72 hours alter cryotherapy. White blood cell and subpopulations counts were measured in 
the exudate using ﬂow cytometry. The same technique was performed at the mice ear and 
histopathological study done at the same temporal points to compare with the dorsal data. 
White blood cell levels in the exudate were the highest for the treated group at 12 and 24 
hours. Granulocytes predominate in the first 12 hours. The mononuclear cells were 20% of 
the total at the initial points. They progress to 50% in the last 2 points of analysis. Similar 
results were obtained ﬁ'om the ear histopathological study. We conclude that the cellular 
inﬂammatory response to the model used in the present work cryotherapy was largely 
formed by granulocytes and induce a persistent acute inﬂammation, which was observed 
until 72 hours after the procedure.
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INTRODUÇÃO 
O tratamento cirúrgico das lesões benignas e malignas da pele indica que a 
dermatologia é não só uma especialidade clínica mas também cirúrgica. Alguns 
dermatologistas hoje dedicam muito tempo e estudo aos procedimentos cirúrgicos da 
especialidade, embora a maioria ainda se restrinja a procedimentos simples de cirurgia 
dermatológica 1. Em países desenvolvidos o treinamento cirúrgico é obrigatório, bem como 
nos serviços de dermatologia credenciados pela Sociedade Brasileira de Dermatologia. 
Alguns estudos evidenciam que a carga de traballio envolvendo procedimentos cirúrgicos 
de um dermatologista pode chegar a 50% . 
O arsenal cirúrgico de um dermatologista inclui técnicas excisionais e não 
excisionais. Dentre essas últimas encontram-se a criocirurgia, a curetagem, a eletrocirurgia, 
e a cirurgia a laser 2. Dessa forma, atuahnente o dermatologista precisa de capacidade 
diagnóstica apurada e habilidade para julgar quais dos possíveis tratamentos cirúrgicos é 
adequado a um determinado tipo de lesão 3. 
A criocirurgia/crioterapia é uma técnica cirúrgica baseada no frio, baseada no 
congelamento dos tecidos 4. O frio tem sido uma terapêutica suplementar importante na 
medicina. Os egípcios, 2500 A.C., usaram-no para tratar feridas e inﬂamação 5. Hipócrates, 
o Pai da Medicina, usou o frio para aliviar a dor de feridas e algumas doenças. O barão 
Dominique Jean Lorrey usou frio para parar as hemorragias decorrentes de amputações, 
durante a retirada de Napoleão de Moscou 6. Arnott, médico londrino, usando uma solução 
de sahnoura, na qual as temperaturas eram reduzidas para _-24°C, tratou neuralgia com esse 
método, bem como o usou como paliativo nas dores de pacientes terminais de câncer 1. 
A criocirurgia na área dermatológica se desenvolveu de maneira importante no 
ﬁnal do século passado, quando White, usando um aplicador com ponta de algodão 
resﬁiado com ar liquefeito, tratou com sucesso verrugas vulgares, ceratoses e cânceres 
cutâneos. Dióxido de carbono foi iniciahnente utilizado como o principal criógeno 7. Mais 
tarde, em 1948, Alington introduziu o nitrogênio líquido aplicado com cotonete na prática 
médica. Mais tarde, Zacarian aperfeiçoou o sistema de jatos de nitrogênio líquido, 
desenvolvido por Whitehouse em 1907, utilizando uma haste de cobre. Torre, outro
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dermatologista americano, desenvolveu um instrumento de cobre para criocirurgias 
neurais, iniciando a expansão da criocirurgia para outras áreas da medicina 8. A aplicação 
da criocirurgia está presente na neurocirurgia, oncologia, ginecologia, urologia e 
oﬁalmologia 9. 
Simpliﬁcadamente, a criocirurgia poderia ser compararda a uma queimadura pelo 
frio, só que de maneira controlada. É uma técnica de remoção de calor dos tecidos pela 
aplicação do frio. Essa retirada de calor, dependendo da intensidade, pode produzir um 
pouco de dor, vermelhidão na pele e edema; descamação em pequena quantidade pode 
ocorrer nos dias seguintes à aplicação. Em maior grau de intensidade, pode produzir 
congelamento profundo e bolha 1°. Uma exposição prolongada pode levar a vasoconstrição 
deﬁnitiva, seguida de necrose e conseqüentemente amputação do órgão lesado, o que 
explica a perda, parcial ou completa de estruturas anatômicas de extremidades por 
alpinistas quando expostos ao frio excessivo “. Entretanto, na criocirurgia, o que se 
desenvolveu foi a capacidade de controlar a área atingida e o grau de necrose resultante, 
para o tratamento de doenças nas diversas áreas médicas ”. 
Com relação aos agentes utilizados nas criocirurgias, a maioria dos criocirurgiões 
utilizam nitrogênio líquido (Nz), substância amplamente disponível no mercado, com baixo 
custo, de fácil armazenamento, fácil de usar e de ação rápida “_ Outros criógenos utilizados 
são o freon 12, o ﬁ'eon 22, o dióxido de carbono (COz) sólido, o óxido nitroso (N20) 
liquido e o hélio líquido (Tabela 1) “. Como o criógeno de temperatura de ebulição mais 
baixa causa destruição mais profunda, os frcons e o óxido nitroso só são utilizados para 
anestesia tópica e destruição superﬁcial. O nitrogênio liquido é o único agente conﬁável 
para destruição profunda.
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Tabela I - Criógenos utilizados em criocirurgia (adaptado do livro Fiztpatrick 
Dermatological Secrets, 1996, p. 327) 
CRIÓGENO PONTO DE EB ULIÇÃO (°C) 
Nitrogênio líquido -195,8 
Óxido nitroso (N20), líquido. -89,5 
Dióxido de carbono (COz) sólido -78,5 
Clorodiﬂuorometano (freon 22) -40,8 
Dicloroﬂuorometano (freon 12) -27,8 
Outro aspecto marcante da criocirurgia é o custo do procedimento. Comparada a 
outras técnicas cirúrgicas, a quantidade de equipamento necessário para realizar uma 
criocirurgia é modesta 15, na maioria das vezes apenas um reservatório para nitrogênio 
líquido e um pequeno aparelho para aplicação, o qual permite produzir jato direcionado do 
nitrogênio líquido quando este entra em ebulição e controlar a intensidade do jato. 
Também podem ser utilizados pequenos aplicadores de madeira com um cotonete na 
extremidade, o qual, quando embebido no nitrogênio, pode ser aplicado diretamente na 
lesão. Existem, ainda, vários outros acessórios que podem ser utilizados na criocirurgia: 
aplicadores de metais podem ser acoplados a garrafas de aplicação, cones de neoprene e 
termômetros intradérmicos '°. A criocirurgia de lesões benignas dispensa anestesia. 
Entretanto, em lesões malignas, é quase sempre necessária a anestesia inﬁltrativa, podendo 
ser usada eventualmente anestesia tópica 9. 
Com relação às formas de aplicação dos criógenos, elas são muitas. Swabs de 
vários tamanhos podem ser imersos no nitrogênio e depois utilizados por contato para 
congelar a lesão alvo. Quanto maior o swab maior o efeito e mais rápida e profunda a 
região será congelada. Essa técnica não é própria para tratar doenças malignas ”. Além do 
mais, é aconselhável usar um aparato exclusivo para cada paciente, para evitar possível 
contaminação com vírus “Í 
A técnica em jato serve-se de garrafas térmicas modiﬁcadas que permitem ao 
nitrogênio líquido se expandir através de um orifício de saída, pela alta pressão do líquido 
em ebulição, a -195.8°C. O grau de congelamento é determinado pelo tamanho do orifício 
de saída do nitrogênio, pela pressão intema da garrafa, pela distância da lesão e pelo tempo 
de aplicação do congelamento 19. Esse método, -mais indicado para tratar lesões extensas, 
permite que o reservatório seja utilizada até seu esvaziamento, sem preocupante perigo de
14 
contaminação 2° 3'. Os cones de neoprene podem ser úteis para delimitar o sítio de 
aplicação 33. São muito utilizados acessórios metálicos resﬁiados pela circulação interna de 
nitrogênio e aplicados sobre as lesões; também chamados de probes, são geralmente do 
tamanho das lesões, mas podem ser utilizados em lesões extensas, em múltiplas aplicações. 
Os probes, entretanto, são mais lentos na sua efetividade, permitindo o processo de 
contaminação cruzada. São melhor indicados para o tratamento de lesões superﬁciais 
33'”. 
Lesões malignas e benignas podem ser tratadas pela criocirurgia 33. 
As lesões dermatológicas benignas mais comumente tratadas são as verrugas 33, as 
ceratoses actínicas 33, as ceratoses seborréicas 33, e o molusco contagioso 39. Outras lesões 
benignas tratadas são a acne 3°, o lentigo simples 33, a queilite actínica 33, o granuloma 
piogênico 33, o dennatoﬁbroma 34, a cicatriz hipertróﬁca e o quelóide 33. 
Com relação à técnica de tratamento das lesões benignas, o conceito básico de toda 
criocirurgia é que a quantidade de congelamento além da lesão (expansão lateral) é igual à 
profundidade de congelamento 3°. Por exemplo, congelamento de 1-2 mm além da margem 
irá corresponder a uma profundidade de 1-2 mm. Essa profundidade é adequada para a 
maioria das lesões benignas. Entretanto para as verrugas, devido à hiperceratose resultante 
da lesão, pode ser feito congelamento mais profundo ou rápidos congelamentos, múltiplas 
vezes. A ceratose seborréica pode ser congelada rapidamente e curetada suavemente em 
seguida. O mais importante é, para lesões benignas, não causar cicatriz, por isso, se prefere 
tratamento menos eficaz e repetido até a resolução do problema 37. 
A criocirurgia não se resume, como mencionado anteriormente, no tratamento de 
lesões benignas. O carcinoma basocelular 33, o carcinoma espinocelular 39, o 
ceratoacantoma '*°, a doença de Bowen '“, o lentigo maligno 42, o sarcoma de Kaposi 43, e 
lesões metastáticas de diversas origens 43 são lesões malignas tratadas com a criocirurgia 43. 
Em se tratando de cânceres, o mais importante é ter certeza que eles serão completa 
e, portanto, adequadamente tratados. Antes de tudo é importante uma avaliação 
anatomopatológica para se ter certeza que a criocirurgia é apropriada para o tipo de câncer; 
outro ponto relevante é delimitar completamente a lesão, identiﬁcando a sua margem; 
finalmente, o tratamento correto de lesões malignas só pode ser realizado com 
equipamentos que induzam congelamento de -50 a - 60°C além das margens laterais e 
profundas do tumor, congelamento esse melhor obtido com o nitrogênio líquido 33. 
Muitos criocirurgiões utilizam dois ciclos ou mais de congelamento para assegurar 
a destruição do tumor. A técnica mais eﬁciente compreende um congelamento rápido,
wú
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seguido de um lento descongelamento. Múltiplos congelamentos rápidos produzem mais 
dano que um congelamento longo 46. 
O tempo de aplicação é variável, mas existe alguma indicação geral. Para lesões 
malignas, aplicações menores de 45 segundos não são usadas, pelo risco de ineficácia. A 
maioria das técnicas prevêem aproximadamente l minuto de congelamento para 
tratamentos mais efetivos. Alguns criocirurgiões, iniciahnente, curetam ou cortam 
superﬁciahnente os tumores, principalmente quando profundos ou de limites imprecisos, 
para delinear a lesão ou expô-la para tratamento W”. 
O tratamento do câncer cutâneo por criocirurgia não é aceito por todos os 
dermatologistas. Geralmente, dermatologistas mais propensos a procedimentos cirúrgicos 
acreditam que há necessidade de demonstração da margem cirúrgica livre após o 
tratamento em lesões mais agressivas 4°. Entretanto criocirurgiões argumentam que tais 
medidas são desnecessárias, uma vez que a taxa de cura da criocirurgia é comparável à de 
outros métodos. Criocirurgiões experientes que tratam muitos cânceres descrevem taxas de 
cura de 95-98% para carcinomas basocelulares primários. Tais taxas são idênticas àquelas 
da cirurgia excisional e da radiação 5°”. 
Além das indicações clínicas, a criocirurgia tem outras vantagens: oferece anestesia 
parcial das lesões a serem tratadas e pode ser usada para múltiplas lesões em uma só 
aplicação; é o método de escolha para pacientes com distúrbios de coagulação e idosos que 
não podem se deslocar para centros cirúrgicos; e evita a contaminação do material com 
papiloma vírus humano e com o vírus da imunodeﬁciência humana. Por essas razões, esse 
eﬁciente, efetivo e econômico método é extensamente usado pelos dermatologistas para o 
tratamento de lesões cutâneas ”"”'5°. 
Há, porém, contra-indicações ao método: não devem ser submetidos a criocirurgia 
pacientes com patologias associadas ou acentuadas com o frio, entre elas a 
crioglobulinemia, a crioﬁbrinogenemia, a urticária induzidas pelo frio e a doença de 
Raynaud; pacientes com padrão cutâneo melanodérmico devem ser tratados com cuidado, 
uma vez que tendem a formar cicatrizes hiperpigmentadas ou hipopigmentadas 51”. 
Além das contra-indicações formais citadas acima, existem complicações derivadas 
do processo de criocirurgia, algumas imediatas, outras tardias. Geralmente não são severas, 
mas causam desconforto. Logo após a criocirurgia, fonnam-se edema, bolha e 
seqüencialmente crostas, e a lesão é deixada para cicatrizar por segunda intenção; esta 
cicatrização dura aproximadamente 1-6 semanas, dependendo da profundidade e do tempo 
do procedimento. Pode ocorrer efeito vaso-vagal em alguns pacientes, daí por que a técnica
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deve ser realizada, sempre que possível, com o paciente deitado. Complicações tardias são 
incomuns e incluem infecções, cicatrizes hipertróﬁcas, granuloma piogênico e danos 
nervosos, resultando em anestesia e parestesia, gerahnente transitórias. Os folículos pilosos 
e os melanócitos são mais sensíveis que outras estruturas ou células da pele aos efeitos da 
criocirurgia. Conseqüentemente, a criocirurgia pode levar a alopecia e hipocromia como 
complicações tardias Sw. 
Uma grande questão surge quando do estudo da criocirurgia: Como a criocirurgia 
trata as lesões? 
O mecanismo de morte celular após a criocirurgia não é completamente entendido 
62. Vários fatores estão envolvidos, incluindo necrose resultante de dano mecânico causado 
pelos cristais de gelo intra e extracelulares produzidos pelo congelamento 63. O gradiente 
de concentrações hidro-eletrolíticas entre os tecidos não congelados e os tecidos em 
descongelamento também participa desse processo °2. Além do mais, a vasoconstrição 
resultante do frio causa anóxia tecidual e morte celular 64'”. Finalmente, com a participação 
do processo inflamatório, que leva à cicatrização, a cura se inicia 6°. 
Estudos de histopatologia da pele tratada com criocirurgia evidenciaram que o 
processo de cicatrização se inicia muito precocemente, dentro dos primeiros 30 minutos de 
congelamento: as células mostram um núcleo picnótico e um citoplasma vacuolado com 
edema e granulação grosseira. Em seguida, o dano vascular é seguido de edema e exsudato 
predominantemente leucocitário de polimorfonuclear. A resolução começa 
aproximadamente 3 dias depois W”. 
Portanto a inﬂamação resultante da crioterapia é o mesmo processo ﬁsiológico pelo 
qual todos os tecidos vascularizados respondem ao dano 6°. Durante o processo 
inﬂamatório, mediadores solúveis e componentes celulares trabalham juntos, de modo 
sistemático, na tentativa de eliminar as células destruídas fisicamente. Assim, a inﬂamação 
parece claramente crucial para o efeito fmal da crioterapia 68. Entretanto, quando 
pobremente controlado, o processo inﬂamatório pode resultar em destruição extensa de 
tecido saudável 7°. Por isso, prevalece na crioterapia, o conceito de inﬂamação como uma 
faca de dois gumes. Daí por que é necessário entender o processo inﬂamatório na 
crioterapia. 
No estudo da inﬂamação per se, são creditadas as primeiras observações do 
processo inflamatório a Cornelius Celsus, que, no primeiro século da era cristã, descreveu 
os sinais clínicos cardeais da inﬂamação. Os sinais rubor (vermelhidão), dolor (dor), calor 
(calor) e tumor (edema) permanecem. Outro contribuinte para esse campo foi John Hunter
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(1793), o primeiro a apreciar inﬂamação como defesa do hospedeiro, e não como doença. 
Julius Cohnheim realizou as primeiras descrições microscópicas do processo inﬂamatório. 
Para a compreensão global do processo inﬂamatório, Paul Ehrlich contribuiu com as 
observações do papel dos anticorpos, e Elie Metchnikoff com as observações da 
fagocitose, ambos foram laureados com o prêmio Nobel em 1908. Mais recentemente, 
outras descobertas cruciais nessa área incluem a de Wright, que descreveu como as 
proteínas do plasma (opsoninas) revestem e marcam as substâncias estranhas para 
destruição por fagocitose, e de Vale e Laidlaw, que demonstraram o papel vasoativo da 
histamina. Na história recente, muitos investigadores contribuíram para o conhecimento 
dos mediadores inﬂamatórios solúveis conhecidos como citocinas, que regem quase todas 
as características de eventos da resposta inﬂamatória ". 
Inﬂamação foi dividida tradicionalmente em respostas agudas e crônicas. A aguda é 
rápida, de pequena duração (minutos, até poucos dias), e relativamente uniforme para 
qualquer dano agudo; caracteriza-se por acúmulo de ﬂuido, proteínas plasmáticas e 
leucócitos, principahnente neutróﬁlos, no sítio inﬂamatório. Em contraste, a inﬂamação 
crônica é de duração mais longa e inclui aﬂuência de linfócitos e macrófagos e crescimento 
de ﬁbroblastos para regeneração tecidual 72. 
Portanto, o dano celular causado pela crioterapia inicia uma série de eventos 
moleculares que produzem mediadores pró-inﬂamatórios solúveis, os quais resultam nos 
sinais ﬁsicos de inﬂamação, entre eles o ﬂuxo de sangue aumentado, a permeabilidade 
vascular, a migração de leucócitos do sangue periférico nos tecidos, o acúmulo desses 
leucócitos no sítio inflamatório e a ativação dos leucócitos para destruir e, se possível, 
eliminar as células mortas da lesão tecidual. Mediadores adicionais secretados por 
leucócitos ativados podem servir para prolongar a resposta inflamatória por meios diretos e 
indiretos 73. 
Quando o tecido lesado é eliminado, mediadores antiinﬂamatórios permitem a 
parada do processo 74, o que evita dano desnecessário e excessivo para os tecidos normais 
do foco inﬂamatório. Em outros processos agudos que originam inﬂamação provocados 
por patógenos Q). ex., bactérias, vírus, parasitas), corpos estranhos exógenos (p. ex., 
amianto) ou endógenos (p. ex., cristais de urato, complexos imunes), ou por agentes ﬁsicos 
(por exemplo; queimaduras) ou substância química (p. ex., agentes cáusticos)se a 
inﬂamação resulta em eliminação e/ou destruição só incompleta do agente, o processo 
inﬂamatório persiste e amplia seu repertório ,_de mediadores solúveis e componentes 
celulares, evoluindo para uma inﬂamação crônica 75'”.
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Estudando a resposta inﬂamatóría, é importante veriﬁcar o modo pelo qual o 
processo inﬂamatório é iniciado, pois dele depende em parte o conhecimento da natureza e 
das particularidades da reação inﬂamatória. Patógenos podem iniciar inﬂamação por vários 
mecanismos distintos e idiossincráticos. Eles podem ativar os sistemas de proteases 
plasmáticas por interação com produtos de degradação e de secreção de toxinas e iniciar a 
resposta inﬂamatória. Em outras circunstâncias, as células lesadas podem lançar produtos 
de degradação que iniciam uma ou mais cascatas de proteases plasmáticas. Tais eventos 
podem, por sua vez, iniciar e/ou aumentar a expressão de citocinas pró-inﬂamatórias que 
disparam o processo inflamatório 77-”. 
Independentemente do agente causal, as principais mudanças ﬁsiológicas que 
caracterizam a inﬂamação aguda são quatro: a vasodilação, aumento da permeabilidade 
vascular, recrutamento e ativação de neutróﬁlos e febre W”. 
Vasodilatação, freqüentemente precedida por um período breve de vasoconstrição, 
é uma das respostas ﬁsicas mais precoces ao dano tecidual agudo. As arteríolas são as 
primeiras a ser envolvidas, seguidas pelos leitos capilares, o que resulta em aumento 
líquido do ﬂuxo de sangue; o ﬂuxo de sangue aumentado produz em calor característico e 
vermelhidão (calor e rubor) presentes no foco inﬂamatório agudo 85'”. 
Em condições normais, as células endoteliais vasculares funcionam como uma 
membrana semipermeável e restringem as proteínas plasmáticas para o espaço 
intravascular. Em resposta a estímulos inﬂamatórios, células endoteliais das vênulas se 
contraem, e alargam as junções intercelulares para produzir espaços que permitem a 
passagem de proteínas plasmáticas para os tecidos (tumor). Danos mais severos podem 
associados com necrose das células endoteliais e vazamento descontrolado de proteínas 
para as células do sangue 88'”. 
Uma das respostas iniciais, crucial na maioria das inﬂamações agudas, é o 
recrutamento de leucócitos, principalmente de neutróﬁlos, da circulação sangüínea para o 
foco de atividade inﬂamatória. O primeiro passo observado nesse processo é a marginação, 
quando os neutróﬁlos parecem rolar ao longo da periferia dos vasos sanguíneos; aos quais 
aderem em seguida. A partir deste ponto, os neutróﬁlos migram para os tecidos, passando 
pelas células endoteliais e pela membrana basal. Após a migração por inﬂuência de agentes 
quimiotáticos solúveis, essas células são direcionadas para o local de inﬂamação, onde se 
acumulam para formar o exsudato inﬂamatório conhecido como “pus”. Nesse local, os 
neutróﬁlos ingerem e digerem o agente inicial da inﬂamação, quer célula morta, quer 
bactéria, quer corpo estranho °'.
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A febre permanece como um dos aspectos mais pobremente conhecidos das 
respostas inﬂamatórias agudas. Agentes indutores de febre, conhecidos como pirógenos, 
são lançados de leucócitos em resposta a estímulos especíﬁcos, como endotoxina 
bacteriana. Os pirógenos agem no centro termorregulador do hipotálamo. Vários 
mediadores são implicados nesse processo, entre os quais a interleucina-1 (IL-1), o fator de 
necrose tumoral-alfa (TNF-ot) e prostaglandinas. O calor local, induzido por vasodilatação, 
não é um dos sinais cardinais da inflamação M3. 
O processo inﬂamatório é iniciado, regulado e, em última instância, eliminado 
pelas ações coletivas dos mediadores da inﬂamação 94. Alguns desses mediadores existem 
em forma inativa e são ativados por produtos de inﬂamação aguda; outros são sintetizados 
e/ou lançados de fontes celulares, também em resposta aos produtos de inﬂamação aguda, 
ou através de outros mediadores inflamatórios solúveis 95. Podemos listar como mediadores 
inﬂamatórios as proteases plasmáticas (p. ex., as cininas e o complemento), os mediadores 
derivados do ácido aracdônico (p. ex., as prostaglandinas e os leucotrienos), aminas e 
peptídeos (p. ex., a histamina), neuropeptídeos (p. ex., substância P), óxido nítrico, e 
citocinas pró-inflamatórias (p. ex., [L-1, IL-6) 96'”. Vários sistemas experimentais têm 
estudado a importância dos mediadores inﬂamatórios nos processos inflamatórios. Tais 
estudos mostraram a redundância dos mediadores inﬂamatórios e a importância temporal 
do aparecimento e desaparecimento dessas no foco inﬂamatório 
'°°'“”. 
Alguns autores argumentam que a cascata de fatores inﬂamatórios solúveis tem o 
objetivo de recrutar células inflamatórias para o local de origem do processo inﬂamatório. 
O acúmulo de células inﬂamatórias, um dos eventos centrais no processo inﬂamatório, 
.é 
iniciado pelos fatores inﬂamatórios quimiotáticos que se ligam às células e transduzem a 
resposta de motilidade para o interior da célula, que freqüentemente é direcionada para o 
gradiente positivo do fator quimiotático 89- *°“°5. Dessa forma, a migração celular seria uma 
resposta à cascata de fatores pró-inﬂamatórios e conseqüentemente um reﬂexo desses 
fatores. Neutrófilos, eosinófilos e macrófagos são células cuja capacidade de motilidade 
apresenta características semelhantes '°“°8. Os linfócitos também são células móveis que, 
entretanto, não respondem à maioria dos fatores que agem nos polimorfonucleares e 
macrófagos *°”' “°. Vale a pena lembrar que os eventos associados à fagocitose são similares 
à quimiotaxia "““. 
Com relação especiﬁcamente ao papel de cada célula, os neutróﬁlos estão entre as 
células mais importantes na resposta inflamatória aguda. Eles respondem aos mediadores 
inﬂamatórios através da migração, fagocitose e destruição dos fatores indutores da
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inﬂamação. Esse último aspecto acaba por resultar em resolução da inﬂamação, reparo 
tecidual e restauração da homeostase “°'“°. Outras células são recrutadas e participam do 
processo inﬂamatório, entre elas encontram-se os eosinófilos, os linfócitos e os 
monócitos/macrófagos; com relação a essas células, os eosinóﬁlos são também recrutadas 
para os sítios inﬂamatórios em resposta a reações alérgicas do trato respiratório, do trato 
gastrointestinal e cutâneas ou a infecções helmínticas; os linfócitos desempenham seu 
papel na inflamação aumentando a resposta de neutróﬁlos; além do mais, produzem muitos 
fatores pró-inﬂamatórios ; os macrófagos complementam a função dos neutrófilos na 
resposta aguda, entretanto têm ação principal na inﬂamação crônica “°'”2. 
Um conceito que só foi apreciado recentemente é a resolução da resposta 
inﬂamatória, atuahnente uma área de pesquisa ativa; ela é o modo pelo qual a resposta 
inﬂamatória aguda é reduzida; e se inicia após a retirada do fator indutor da inﬂamação. 
Entre os fatores envolvidos na resolução da resposta inﬂamatória aguda podem ser 
incluídos a apoptose, os mediadores antiinﬂamatórios, o eixo hipotálamo-hipoﬁsário- 
adrenocortical e a angiogênese. A principal importância desses fatores se deve ao fato de 
que eles podem ser mobilizados, em última instância, como agentes terapêuticos, limitando 
os aspectos prejudiciais de inﬂamação aguda "'81 m. 
Em resumo, a crioterapia, como qualquer agressão à homeostase do organismo ou 
mais particularmente da pele, induz uma resposta inﬂamatória caracterizada pela produção 
de citocinas induzindo recrutamento de células inﬂamatórias para contenção da invasão 
tecidual por microorganismos e limpeza do tecido morto. 
O conhecimento dos eventos celulares durante a criocirurgia pode otimizar a 
eﬁciência do tratamento e reduzir os efeitos colaterais do procedimento. O 
desenvolvimento de um modelo experimental para estudo do processo inflamatório na 
criocirurgia, portanto, é uma ferramenta importante na pesquisa dessa técnica. Ela objetiva, 
principahnente (1) providenciar dados sobre o mecanismo do seu funcionamento (2) e uma 
base racional para estudos experimentais e clínicos da criocirurgia e (3) conﬁrmar os 
efeitos já demonstrados pela atuação prática de médicos e pesquisadores dessa técnica 
cirúrgica. 
Esta dissertação tem como objeto de estudo a criocirurgia como modalidade 
cirúrgica diferente da excisional, no âmbito do seu aspecto reacional e inﬂamatório. 
Diferente, portanto, das questões puramente técnicas ou de habilidade cirúrgica tratada em 
outros estudos.
OBJETIVOS 
Objetivo Geral: 
Constitui o objetivo deste trabalho a avaliação da cinética celular na resposta 
inﬂamatória induzida pela crioterapia experimental na pele normal de camundongos da 
raça suíça, com base nas diferentes populações leucocitárias coletadas em bolsas de ar 
subcutâneas e analisadas por citometria de ﬂuxo. 
Objetivos Específicos: 
1. Comparar método tradicional de contagem celular por Câmara de Neubauer com a 
utilização da citometria de ﬂuxo; 
A 
2. caracterizar a celularidade nas bolhas de ar induzidas em camundongos não 
criotratados para comparar com os submetidos à crioterapia; 
3. Correlacionar os dados das alterações celulares conseqüentes de bolhas subcutâneas 
e crioterapia com dados histopatológicos.
I
MÉTODO 
Realizaram-se os experimentos no Laboratório de Imunologia do Departamento 
Microbiologia e Parasitologia (MIP) do Centro de Ciências Biológicas da Universidade 
Federal de Santa Catarina (UFSC) e no Setor de Citometria de Fluxo do Laboratório 
Médico Santa Luzia. 
Animais experimentais 
Fêmeas de camundongos da raça suíça com 4 a 10 semanas de vida foram usadas 
em todos os experimentos. Os animais foram fornecidos pelo Biotério Central da UFSC 
com quatro semanas de vida e acondicionados no Biotério do Laboratório de Imunologia 
do MIP, tendo acesso a ração e água (ad libitum) até sua utilização. 
Preparação dos animais para o procedimento 
Todos os animais foram previamente submetidos a anestesia geral com dose 
intraperitonial de 2,5 mg de cloridrato de cetamina. Após a indução anestésica, raspava-se 
o seu dorso no local onde se realizaria o procedimento e, com uma seringa estéril 
descartável e uma agulha 30G, ali se injetavam 2 ml de ar, para formação de uma bolha 
subcutânea onde se coletariam as células inﬂamatórias durante o experimento. 
A crioterapia 
Simulou-se a crioterapia utilizando uma garrafa da marca CRY-AC® com ponteira 
do tipo C. Após o enchimento da garrafa com nitrogênio líquido, ele foi aplicado 
diretamente sobre as bolsas de ar subcutâneas. A aplicação ocorreu na forma de jato 
contínuo por 15 segundos. Empregou-se um tronco de cone oco de neoprene, com 
diâmetro de l em em contato com a pele, com a fmalidade de concentrar o jato de
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nitrogênio no local especiﬁcado. Usou-se o topo do cone como distância fixa de aplicação 
do jato. Os animais do grupo controle não foram submetidos a crioterapia. 
Para os estudos de histopatologia realizados nas orelhas dos animais, reproduziu-se 
o mesmo procedimento com redução do tempo para l0 segundos de aplicação. Ainda sob 
indução anestésica, um cone de 5 mm de diâmetro foi colocado no dorso da orelha, e a 
crioterapia realizou-se como mencionado anteriormente. 
Estudo da cinética celular inﬂamatória nas bolsas subcutâneas 
Após a realização da crioterapia, procedeu-se à coleta das células inﬂamatórias 
presentes na bolha subcutânea, nos dois grupos experimentais, para análise da inﬂamação. 
O estudo constituiu-se de seis experimentos. Em cada experimento sacriﬁcaram-se, por 
inoculação de dose letal de cetamina, dois animais por grupo - randomicamente 
selecionados -, nas 3, 6, 12, 24, 48 e 72 horas que se seguiram à formação da bolha no 
subcutâneo. Após o sacriﬁcio, lavava-se a cavidade da bolha injetando 2 ml de uma 
solução contendo PBS, 50 U de heparina e 50 uM de EDTA por mililitro. Seguindo o 
processo, movimentava-se cuidadosamente o animal para levar o líquido aos vários 
recessos da bolha. Realizava-se, então, nova punção com insuﬂação da cavidade peritonial 
com 3 ml de ar, seguida da aspiração cuidadosa do conteúdo líquido. Transferia-se tal 
conteúdo para um tubo de ensaio, onde se anotava o volume de cada aspirado. Cada tubo 
recebia o aspirado dos dois animais correspondentes àquele ponto do estudo. Levavam-se 
os tubos à centrifugação por dez minutos a 1.500 rotações por minuto, correspondente a 
300 x g. Desprezava-se o sobrenadante e procedia-se à solubilização das células em 
paraformaldeído a 2% (500 ul). Armazenava-se a amostra em tubos para citometria, 
coberta por Paraﬁlm®, e posteriormente levava-se à análise no citômetro de ﬂuxo. 
Determinação da concentração celular no exsudato inﬂamatório e 
correlação da concentração celular obtida pela contagem em câmara de 
Neubauer e por citometria de ﬂuxo 
Previamente à realização da citometria, contou-se a celularidade de 20 amostras na 
câmara de Neubauer para correlação com os dados da citometria de ﬂuxo. Em ambos os 
processos, a concentração celular do exsudato inﬂamatório foi determinada a partir do
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volume do líquido obtido após a injeção de 2 ml: os valores obtidos após a ressuspensão 
em paraformaldeído a 2% foram divididos pelo volume do lavado da bolsa de ar. Assim, os 
dados da citometria ou da contagem de Neubauer foram corrigidos pelo volume obtido. 
A contagem total da celularidade é tradicionahnente realizada por método manual 
com câmara de Neubauer. Neste estudo optou-se pela citometria de ﬂuxo para consecução 
desse objetivo. Para tal, a concentração celular total do lavado de 20 amostras foi analisada 
simultaneamente pelos dois métodos. A concentração celular de cada amostra medida pela 
câmara de Neubauer foi correlacionada com a contagem de eventos totais obtidos da 
mesma amostra pelo citômetro de ﬂuxo. Considerando-se o método de Neubauer como 
padrão, desenvolveu-se uma análise de regressão múltipla, das 20 amostras testadas, para 
correlacionar os dois métodos. Dessa análise determinou-se um índice de correlação dos 
valores, que corresponde à velocidade de leitura do citômetro de ﬂuxo: Obteve-se um valor 
médio de 47,126 pL/min. A correlação dos dados resultou em um R2ajustado=0,7746 
comp=0,0308. Para efeito de descrição dos resultados, optou-se pelos valores obtidos a 
partir da citometria de ﬂuxo. 
Anticorpos para citometria de ﬂuxo 
Anticorpos conjugados com ﬂuoresceína (F ITC) ou ﬁcoeritrina-R (PE) foram 
usados neste experimento. Anticorpos anti-CD45 (LCA, Ly-5) - FITC (PharMingen - Cat 
# 01114A); anti-CD3e (145-2C11) - FITC (PharMingen - Cat # 01085A) e anti-CD19. 
(ID3) - PE (PharMingen - Cat # 09655B) foram usados para análise das subpopulações 
celulares. O anticorpo anti-CD3e é um marcador de linfócitos T totais, o anti-CD19 um 
marcador de linfócitos B e o anti-CD45 um marcador de leucócitos. 
Citometria de ﬂuxo 
Para a análise das populações celulares, as amostras foram processadas através de 
análise utilizando o citômetro de ﬂuxo FACScalibur® (Becton e Dickinson Inc.) do Setor 
de Citometria do Laboratório Médico Santa Luzia. Ajustou-se o detector de dispersão 
dianteira (FS) em E00 e os de dispersão lateral (SS), FL1, FL2 e FL3 em 420, 150, 150 e 
150V respectivamente. Deﬁniu-se como limiar de FS e SS o valor 0. O padrão de 
dispersão de celularidade e granulosidade foi obtido e uma área total de coleta de dados 
estabelecida. A contagem de eventos em 15 segundos foi contabilizada em “high ﬂow”.
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Para análise das subpopulações celulares, marcou-se uma suspensão de células 
conforme seqüência abaixo, de acordo com o protocolo da PharMingen. Ressuspendeu-se 
um total de 2x106 células em 200 ul de solução salina tamponada. As células foram 
centrifugadas a 300 xg por 10 minutos e ressuspendidas em 50 ul de solução salina, à qual 
foram adicionados 20 ul de anticorpos específicos. Depois a solução foi deixada sobre gelo 
por 45 minutos. Usaram-se controles não-marcados, marcações com anticorpo e nas 
seguintes combinações: CD45 + CDI9, CD3 + CD19. Em seguida as células foram lavadas 
duas vezes e ressuspendidas em paraformaldeído a 2% (5 00 ul) até a leitura. A análise foi 
feita em três pontos de estudo: 3, 24 e 72 horas. 
Três áreas - correspondentes a linfócitos, granulócitos e macrófagos - foram 
estabelecidas com base nos resultados das marcações dos leucócitos, associados aos 
resultados de granulosidade e tamanho. As proporções celulares de cada subpopulação 
foram estabelecidas somando cada valor individualmente e o total dessa soma foi usado 
como divisor de cada valor numérico correspondente a cada tipo celular. 
Histopatologia 
De cada ponto coletaram-se as orelhas de dois animais. Depois da fixação em 
formalina a 10%, os tecidos foram embebidos em parafina e cortados, obtendo-se várias 
secções, que foram coradas com hematoxilina e eosina. O estudo histopatológico centrado 
na intensidade da celularidade nas áreas de crioterapia foi realizado por microscopia 
óptica, com o auxílio da Dra. Lis Marie, da Faculdade Evangélica de Medicina do Paraná. 
Análise estatística 
Os dados foram expressos no valor médio obtido de cada ponto experimental que 
alimentaram bancos de dados no Microsoﬁ Excel 97®. A análise dos dados foi feita com 
auxílio do teste não-paramétrico de Wilcoxon - Matched Pair Test, do soﬂware Statistica® 
6.0 (Stasoﬁ Inc.), para amostras retiradas de populações independentes, considerando-se 
estatisticamente significativos valores de “p” menores ou iguais a 0,10 na análise dos 
dados pareados. Estudo de regressão múltipla foi realizado para análise de correlação.
RESULTADOS 
1- Determinação da celularidade do exsudato do lavado da bolsa de ar subcutânea 
A contagem celular é tradicionahnente realizada por método manual com a camara 
de Neubauer, porém resolveu-se investigar a possibilidade do uso da citometria de ﬂuxo 
para esse objetivo. Para permitir o uso da citometria de ﬂuxo no decorrer da tese, testou-se 
este método comparando-o com o da contagem na câmara de Neubauer da seguinte forma: 
a concentração celular total do lavado da bolsa de ar subcutânea de 49 amostras foi 
analisada simultaneamente pelos dois métodos. A concentração celular de cada amostra 
medida pela câmara de Neubauer foi correlacionada com a contagem de eventos totais 
obtidos da mesma amostra pelo citômetro de ﬂuxo em 15 segundos. Considerando o 
método de Neubauer como padrão, desenvolveu-se uma análise de regressão múltipla das 
38 amostras testadas, para correlacionar os dois métodos, determinando-se assim um índice 
de correlação dos valores que correspondem à velocidade de leitura do citômetro de ﬂuxo. 
Das 49 amostras, 5 foram considerados “out-liers” pelo programa. A partir das 44 
restantes, a seguinte fórmula foi obtida: Neubauer/ml = 43200 + 71,101 x células do 
citômetro/ 15 segundos. A correlação dos dados obtidos resultou em um R2=0,7697 com 
p<0,0000l (figura 1). Considerando a boa correlação entre os dados, optou-se neste estudo 
por utilizar a celularidade obtida no citômetro por 15 segundos, uma vez que ela 
correspondia a valores na câmara de Neubauer em 76,97% das vezes com 95% de 
segurança.
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Figura 1: Análise por regressão múltipla dos valores de celularidade do exsudato 
da bolsa de ar subcutânea obtidos a partir da contagem pela câmara de Neubauer 
e citõmetro de ﬂuxo. Correlação R2=0,769 com p<0,00000l
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2- Caracterização das subpopulações celulares por tamanho e granulosidade 
conlirmados pelos marcadores de superfície 
Completamente ressuspendidas, as células marcadas foram analisadas por 
citometria de ﬂuxo. A voltagem e a compensação para leitura foram feitas usando células 
não-coradas como controle. 
Os resultados de FSC x SSC no citõmetro de ﬁuxo demonstraram a presença de três 
grupos de células (figura 2 A-I, 2 e 3). Esses acúmulos celulares estavam presentes tanto 
no grupo controle como no grupo experimental, e se mantinham presentes nos vários 
pontos de análise, com pouca variação nos padrões nas diferentes horas de estudo. 
Foram estudados, então, os marcadores de superficie dessas células no grupo 
controle e no experimental, utilizando os marcadores acima listados, nos pontos de 0, 24 e 
72 horas. Os quadrantes de marcação foram caracterizados com base nos controles 
negativos. 
Os dados a partir de células marcadas com anti-CD4S identificam todas as células 
leucocitárias. Os três grupos de células marcavam positivamente para CD4S, identificando 
todas como leucócitos. Entretanto o grupo com maior granulosidade e o outro com maior 
tamanho não foram marcados com anti-CD3 ou anti-CD19, marcadores de linfócitos T e B 
respectivamente. Um único grupo, 0 de menor granulosidade e tamanho, apresentou 
células marcadas com anti-CD3 e anti-CDI9. A combinação dos dados acima obtidos 
indica que os três grupos de células podem, portanto, ser distribuídos em granulócitos, 
macrófagos e linfócitos (ﬁgura ZB). As regiões de análise assim estabelecidas foram 
utilizadas para os resultados mostrados a seguir.
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Figura 2. Resultado da citometria de lluxo de uma amostra de exsudato da cavidade 
da bolha de ar subcutânea formada no dorso de camundongos da linhagem suíça 
submetidos a crioterapia. As células obtidas do exsudato foram analisadas por citometria 
de ﬂuxo em 15 segundos contínuos. Os resultados observados são exemplo de como as 
determinações das subpopulações foram feitas. A ﬁgura 2 A~l representa os dados 
individuais; a figura 2 A-2 representa os dados somados _ a intensidade acurnulativa é 
dada pelo tom cinza; a ﬁgura 2 A-3 representa os dados observados em temos de 
intensidade _ cada curva de nível representa a intensidade ascendente do exterior para o 
inteñor. A ﬁgura 2 B-l mostra as regiões de análise selecionadas, e a ﬁgura 2 B-2 seu 
resultado numérico.
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3- Citologia da bolsa de ar logo após a sua formação 
Camundongos da linhagem suíça foram anestesiados e uma bolha de ar subcutânea 
no dorso foi preparada com injeção de 2 ml de ar. Considerando a possibilidade de o 
procedimento, per se, induzir a vazão de células para o interior da cavidade, procedeu-se, 
por citometria de ﬂuxo, ao estudo da celularidade no interior da bolsa, logo após a sua 
formação. Objetivou-se também adquirir dados das variações quantitativas no exsudato da 
bolha tratada com crioterapia ou não, tendo o conteúdo da bolha no ponto Oh sem 
crioterapia como padrão. 
Para cumprir tal objetivo, optou-se inicialmente por caracterizar a população no 
ponto 0 hora dos camundongos não-criotratados, considerados grupo controle. Obteve-se 
uma média de 159 eventos totais em IS segundos, com desvio padrão (DP) de 219 (n=6). 
Para tal valor, aplicando a fórmula anteriomxente descrita, obtiveram-se 4,42xl0" 
células/ml. Adicionalmente, a partir dos dados agrupados na area de distribuição para 
granulócitos, linfócitos e macrófagos, obteve-se a proporção média das subpopulações 
celulares: 83% de granulócitos, 10% de linfócitos e 7% de macrófagos, para os seis 
animais (figura 3-A). 
Observou-se, ainda, a concentração celular na bolha de ar logo após a crioterapia. 
Tentando avaliar o efeito imediato da aplicação de nitrogênio como indutor de destruição 
de vasos que pudessem levar ao extravasamento de sangue para o interior da bolsa de ar, 
encontrou-se o valor médio aproximado de 4,44xl0" células/ml. Assim, não se observou 
alteração significativa no número de células logo após a crioterapia; entretanto encontrou; 
se 65% de granulócitos, 20% de linfócitos e 15% de macrófagos. A população de 
mononucleares se altera, reduzindo, proporcionalmente, a de granulócitos. Tais resultados 
são estatisticamente signiﬁcativos para a população de granulócitos e de linfócitos (ﬁgura 
3-B).
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Figura 3. Resultado da celularidade relativa no ponto de 0 hora após a crioterapia 
realizada sobre uma bolha de ar subeutânea formada no dorso de camundongos da 
linhagem suíça submetidos ou não a crioterapia. Estes dados representam a celularidade 
relativa entre as três populações celulares estudadas (granulócitos, linfócitos e 
macróﬁagos). Este ponto representa a média de seis experimentos, e o asterisco indica 
diferença signiﬁcativa entre 0 grupo experimental e o controle (p<0,l0).
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4- Celularidade da bolha de ar subcutânea nos animais submetidos a crioterapia 
Seguindo com o estudo, iniciou-se a análise cinética da modificação da celularidadc 
da bolha de ar subcutânea dos camundongos submetidos a crioterapia, buscando compará- 
los aos controles com relação aos eventos totais, às subpopulações e às suas proporções 
nos diferentes pontos de observação. Na coleta dos dados utilizou-se citometria de ﬂuxo 
para obter os valores absolutos da população leucocitária total e das subpopulações. 
4.1- Análise da celularidade total do exsudato iuﬂamatório da bolha de ar subcutânea 
póscrioterapia 
A celularidade total da cavidade da bolha de ar subcutânea com 3, 6, 12, 24, 48 e 
72 horas após a crioterapia se modiﬁcou durante o período nos dois grupos. Em todos os 
pontos estudados ocorreu aumento da celularidade do infiltrado inflamatório quando 
comparado ao primiero ponto de análise (ﬁgura 4). Tal dado tornou-se significativo já na 
3” hora, quando para os dois grupos a concentração de células se mostrou 
significativamente diferente em relação ao ponto O (dados não demonstrados). Nas 6” e na 
12” hora do estudo, embora tais diferenças já estivessem evidentes a partir do primeiro 
ponto de análise, observou-se maior incremento da celularidade no grupo que sofreu 
crioterapia, em relação ao grupo controle. Entretanto, tais dados não são estatisticamente 
significativos (p=0,24 e 0,07, respectivamente). A partir de então, na 24” hora pós- 
crioterapia, a celularidade da cavidade tratada tornou-se significativamente maior; 
atingindo sua maior concentração; valores 10 vezes maiores que o controle (p=0,027). Na 
48" hora após a crioterapia ocorre uma redução no número total de células em ambos os 
gmpos (p=0,027), embora a diferença absoluta suba para aproximadamente 20 vezes. A 
diferença significativa se mantém no último ponto de avaliação (p=0,046), apesar de uma 
redução da diferença absoluta. Neste ponto, a concentração média de células nas bolsas 
tratadas com crioterapia 6 aproximadamente cinco vezes maior que nas bolsas controle 
(figura 4).
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Figura 4. Curso da infiltração celular na bolsa de ar subcutânea formada no dorso de 
camundongos da linhagem suíça submetidos ou não a crioterapia. O número de células 
foi determinado pela citometria de ﬂuxo em 15 segtmdos contínuos a partir do exsudato 
presente no interior da bolha Cada ponto representa a média-:erro padrão da média de seis 
experimentos; o asterisco indica diferença signiﬁcativa entre o grupo controle e o 
experimental (p<0,005).
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4.2- Análise da concentração celular absoluta das subpopulações celulares do 
exsudato inflamatório da bolha de ar subcutânea 
A análise da celularidade total no interior da bolsa de ar subcutânea informa a 
modificação da população leucocitária. Não informa., entretanto, se houve movimento de 
migração das subpopulações leucocitárias (granulócitos, linfócitos e macrófagos) para a 
cavidade da bolha de ar subcutânea, ou de evasão a partir dela. Nesse contexto, a análise 
das subpopulações leucocitárias impõe-se, permitindo inferir sobre a questão acima 
levantada. Assim, utilizando citometria de ﬂuxo para definição do tamanho celular (FS) e 
da granulosidade (SS), subdividiram-se as populações em granulocítica, linfocítica e 
maerofágica. 
4.2.1- Granulócitos 
Ao analisar as subpopulações celulares de granulócitos, observam-se diferenças 
significativas entre o grupo controle e os grupos experimentais nas três doses testadas em 
todos os pontos (figura 5). Nesta pesquisa observou-se um aumento no número dessas 
células em função do tempo, com tendência de crescimento continuo nas primeiras 24 
horas. Destaca-se maior incremento da população no grupo tratado com crioterapia em 
relação ao controle. Nesse ponto, os valores de granulócitos foram 10 vezes maiores que os 
verificados no grupo controle, e a maior concentração granulocitica foi atingida (p=0,027). 
Subseqüentemente, observou-se uma queda dessa população na 48” hora e uma 
manutenção desta queda como num platô na 72” hora (p=0,027 e 0,046 respectivamente). 
Os valores de granulócitos foram 20 e 15 vezes maiores no grupo pós-crioterapia quando 
comparado ao controle, respectivamente, diferença essa estatisticamente significativa 
(p<0,05).
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Figura 5. Curso da inﬁltração de granulócitos na bolsa de ar subcutânea formada no 
dorso de camundongos da linhagem suíça submetidos ou não a crioterapia. O número 
de granulócitos foi determinado pela citometria de ﬂuxo em 15 segundos contínuos 
presentes em uma área especiﬁca correspondente aos granulócitos a partir do exsudato 
presente no interior da bolha. Cada ponto representa a médiaierro padrão da média de seis 
experimentos; o asterisco indica diferença significativa entre o grupo controle e o 
experimental (p<0,005).
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4.2.2- Linfócitos: 
O comportamento da população Iinfocitica assemelha-se à dos granulócitos, com 
aumento no número desse tipo de célula na cavidade da bolha de ar subcutânea no grupo 
tratado em relação ao controle. Essa tendência de incremento da população linfocitária está 
presente nos dois grupos desde a 3' hora de observação. Entretanto já na 6” hora as 
diferenças signiﬁcativas entre os grupos se estabelecem, exceto na 12" hora, onde não se 
detectaram diferenças estatisticamente signiﬁcativas (p<0,05).Emretanto, as diferenças 
entre os grupos são menos acentuadas que a observada para as alterações no número de 
granulócitos. A concentração de linfócitos é dez vezes maior no gmpo experimental que no 
controle (figura 6).
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Figura 6. Curso da iuﬁltração de linfócitos na bolsa de ar subcutânea formada no 
dorso de camundongos da linhagem suíça submetidos ou não a crioterapia. O número 
de linfócitos foi determinado pela citometria de ﬂuxo em 15 segundos contínuos presentes 
em uma área especíﬁca correspondente aos linfócitos a partir do exsudato presente no 
interior da bolha. Cada ponto representa a médiL+erro padrão da média de seis 
experimentos. O asterisco indica uma diferença signiﬁcativa quando o grupo controle e 
experimental foram comparados (p<0,005).
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4.2.3- Maerófagos 
A evolução da população macrofágica segue um padrão semelhante aos 
anteriormente descritos (ﬁgura 7). Ocorre gradual aumento até a 24° hora, mantendo-se, 
dal em diante, a concentração celular média em ambos os grupos. Embora a diferença dos 
valores absoluta seja da ordem de 40 vezes nos últimos três pontos de análise, somente na 
24” e na 48° hora se nota diferença estatisticamente signiﬁeativa no grupo tratado com 
crioterapia (p<0,05). No último ponto não há diferença estatística devido à grande variação 
dos dados experimentais.
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Figura 7. Curso da infiltração de macrófagos na bolsa de ar subcutânea no dorso de 
camundongos da linhagem suiça submetidos ou não a crioterapia. O número de 
macrófagos foi determinado pela citometria de ﬂuxo em 15 segundos contínuos presentes 
em uma área especiﬁca correspondente aos macróﬁagos a partir do exsudato presente no 
interior da bolha. Cada ponto representa a mé%erro padrão da média de seis 
experimentos. O asterisco uma diferença signiﬁcativa quando o gnipo controle e o 
experimental foram comparados (p<0,00S).
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4.3- Análise da proporção relativa das subpopulaçües celulares do exsudato da bolsa 
de ar subcutãnea após crioterapia 
O estudo das proporções das subpopulações celulares no exsudato da bolsa de ar 
subcutâneo objetiva estabelecer a variação do predomínio de cada subpopulaçâo nos 
diversos pontos de análise, buscando dados que permitam conhecer seu papel relativo na 
inﬂamação induzida pela crioterapia. 
Observa-se no estudo das concentrações celulares absolutas uma variação cinética 
que pode alterar as proporções entre as células. Para efeito do estudo, a média das 
proporções encontradas para as distintas populações de granulócitos (85%), linfócitos (7%) 
e macrófagos (10%) no grupo controle (ﬁgura 3-A) representa os valores proporcionais 
considerados nonnais de cada subpopulação, para os animais estudados. Procedeu-se, 
então, à comparação com os grupos experimentais nos diferentes pontos de observação. 
Porém, em observação inicial da análise das proporções podem-se constatar 
alterações significantes induzidas pela crioterapia logo após a sua aplicação. Inicialmente 
veriﬁca-se uma redução signiﬁcativa da proporção de granulócitos em relação às demais 
células: 20 pontos percentuais em relação à mesma população do grupo controle (p=0,l 0). 
A redução de granulócitos acompanhou-se de um aumento de linfócitos e de macrófagos 
na ordem de 13 e 5 pontos percentuais, respectivamente, em relação aos valores de 
controle. Entretanto, o aumento só foi estatisticamente signiﬁcativo na população 
linfocitária (p=0,l0) (ﬁgura 3-B). 
4.3.1- Análise temporal das proporções das subpopulaçõei celulares da bolsa de ar 
subcutânea pós-crioterapia, comparadas com as da bolsa controle 
Análise da 3” hora pós-crioterapia: 
Neste ponto observa-se um padrão de alteração do inﬁltrado na bolsa de ar 
submetida a crioterapia em relaçäo à do grupo controle, nas três subpopulações 
leucocitárias. Há redução na proporção de granulócitos com equivalente aumento de 
linfócitos e macrófagos. A redução dos granulócitos é da ordem de 21 pontos percentuais 
em relação ao controle (p=0,07) (ﬁgura 8-A E B). Nos outros grupos o incremento é de 15 
e 6 pontos, respectivamente, para linfócitos (p=0,02) e macrófagos (p=0,l7), entre os 
grupos (ﬁguras 8-A e B).
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Com relação aos pontos iniciais, em ambos os grupos houve redução da população 
granulocltica e aumento das proporções de linfócitos e de macrófagos, porém não 
signiﬁcativos. 
Análise da 6" hora pás-crioterapia 
A análise das três subpopulações leucocitárias em 6 horas mostra as mesmas 
alterações em relação ao controle observadas na 3“ hora (ﬁguras 9-A e B). Consistente 
com o ponto anterior, há redução nas populações de granulócitos com equivalente aumento 
de linfócitos e macrófagos. Quanto à signiﬁcância, esta se mostrou a mesma para os 
granulócitos e linfócitos. Assim, destaca-se neste ponto de análise a manutenção dos 
resultados observados na 3” hora. 
Análise da 12" hora pós-críoterupia 
Para as 12 horas, as três subpopulações leucocitárias mantêm-se distintas das do 
grupo controle. Persiste a redução de granulócitos, bem como o concomitante aumento de 
linfócitos. Entretanto a população macrofágica encontra-se significativamente reduzida 
após a crioterapia (p=0,027). Porém o que se nota é uma tendência ao equilíbrio 
proporcional entre os dois grupos (ﬁgura 10-A e B). 
Quando comparado aos pontos iniciais, o grupo controle apresenta alteração 
significativa nas três populações leueocitárias. Observa-se redução na população de 
granulócitos e aumento nas outras duas quando comparadas ao ponto 0 hora (p=0,10 para 
granulócitos e macrófagos e p=0,027 para linfócitos). Entretanto não há diferença nos 
valores encontrados para crioterapia entre os pontos 0 c l2 horas após o tratamento. 
Análise da 24", 48" e 72" hora pós-crloterapia 
Nesta pontos de análise não há diferença proporcional significativa entre os dois 
grupos. Os granulócitos tendem a estabilizar-se em 50% das células do infiltrado e os 
linfócitos e macrófagos em 20 a 30% (figuras ll-A e B, 12-A e B, 13-A e B). 
Com relação aos pontos iniciais, esses dados são sígniﬁcativamente diferentes: 
houve redução da população neutrotllica e aumento da população Iinfocltíca e macrofágica 
em ambos os grupos. Esses dados das subpopulações leucocitárias tomadas em conjunto 
mostram tendência de regressão da população neutroﬁlica com o passar do tempo (ﬁgura 
14) e aumento proporcional das outras duas (ﬁguras 15 e 16) em ambos os grupos 
experimentais, independentemente da ação da crioterapia.
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Análise da culularldada relativa - Controle 3h 
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Figura 8. Resultado da celularidade relativa no ponto de 3 horas após crioterapia 
realizada sobre uma bolha de ar subcutânea formada no dorso de camundongos da 
linhagem suiça submetidos ou não a crioterapia. 
Estes dados representam a celularidade relativa entre as três populações celulares 
estudadas (granulócitos, linfócitos e macrófagos). Este ponto representa a média de seis 
experimentos. O asterisco indica diferença signiﬁcativa entre o grupo experimental e o 
controle (p<0,l0).
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Análise da celularldade relativa - Controlo 6h 
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Figura 9. Resultado da celularidade relativa no ponto de 6 horas após crioterapia 
realizada sobre uma bolha de ar subcutânea formada no dorso de camundongos da 
linhagem suíça submetidos ou não a crioterapia. Estes dados representam a celularidade 
relativa entre as três populações celulares estudadas (granulócitos, linfócitos e 
macrófagos). Este ponto representa a média de seis experimentos. O asterisco indica 
diferença signiﬁcativa entre o grupo experimental e o controle (p<0,10).
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Análise da calularldade relativa - Controle 12h 
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Figura 10. Resultado da eelularidade relativa no ponto de 12 horas após a crioterapia 
realizada sobre uma bolha de ar subcutânea formada no dorso de camundongos da 
linhagem suíça submetidos ou não a erioterapia. Estes dados representam a celularidade 
relativa entre as três populações celulares estudadas (granulócitos, linfócitos e 
macrófagos). Este ponto representa a média de seis experimentos. O asterisco indica 
diferença signiﬁcativa entre o grupo experimental e o controle (p<0,10).
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Analise da ealularldade relativa - Controle 24h 
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Figura 11. Resultado da eelnlaridade relativa no ponto de 24 horas após a crioterapia 
realizada sobre uma bolha de ar subcutânea formada no dorso de camundongos da 
linhagem suíça submetidos ou não a crioterapia. Estes dados representam a celularidade 
relativa entre as três populações celulares estudadas (granulócitos, linfócitos e 
macrófagos). Este ponto representa a média de seis experimentos. O asterisco indica 
diferença signiﬁcativa entre o grupo experimental e o controle (p<0,l0).
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Anállie da cnlularldado relativa - Controle 48h 
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Figura 12. Resultado da celularidade relativa no ponto de 48 horas após a crioterapia 
realizada sobre uma bolha de ar subcntânea formada no dorso de camundongos da 
linhagem suíça submetidos ou não a crioterapia. Estes dados representam a celularidade 
relativa entre as três populações celulares estudadas (granulócitos, linfócitos e 
macrófagos). Este ponto representa a média de seis experimentos. O asterisco indica 
diferença signiﬁcativa entre o grupo experimental e o controle (p<0,l0).
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Análise da ealularldado relativa - Controla 72h 
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Figura 13. Resultado da celularidade relativa no ponto de 72 horas após a crioterapia 
realizada sobre uma bolha de ar subcutânea formada no dorso de camundongos da 
linhagem suíça submetidos ou não a crioterapia. Estes dados representam a celularidade 
relativa entre as três populações celulares estudadas (granulócitos, linfócitos e 
macrófagos). Este ponto representa a média de seis experimentos. O asterisco indica 
diferença significativa entre o grupo experimental e o controle (p<0,l0).
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Figura 14. Cinética da proporção celular da concentração de granulócitos. 
A proporção do número de granulócitos em relação à celularidade total do conteúdo 
da bolha de ar subcutânea foi determinada nos dois grupos experimentais. Cada ponto 
temporal representa a proporção média de seis experimentos. Os resultados foram 
expressos em percentagem em relação ao tempo.
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Figura 15. Cinética da proporção celular da concentração de linfócitos. 
A proporção do número de linfócitos em relação à celularidade total do conteúdo 
da bolha de ar subcutânea foi determinada nos dois grupos experimentais. Cada ponto 
representa a proporção média de seis experimentos. Os resultados foram expressos em 
percentagem em relação ao tempo.
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Figura 16. Cinética da proporção celular da concentração de macrófagos. 
A proporção do número de macrófagos em relação à celularidade total do conteúdo 
da bolha de ar subcutânea foi determinada nos dois grupos experimentais. Cada ponto 
temporal representa a proporção média de seis experimentos. Os resultados foram 
expressos em percentagem em relação ao tempo.
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5- Análise histopatológica da resposta inflamatória no sitio de crioterapia 
Finalmente, iniciou-se o estudo da resposta inﬂamatória no sitio da crioterapia, 
cujos dados poderiam não só elucidar se a resposta celular do interior da bolha de ar 
subcutânea dependia da técnica em si, mas também conﬁrmar os resultados anteriores. 
Outro sítio anatômico, a orelha de camundongos da linhagem suiça, mais prático 
para análise histopatológica, foi submetido a crioterapia como descrito em Método. 
lnvestigaram-se as diferenças na intensidade da resposta inﬂamatória e a preponderância 
das celulas no sitio após a crioterapia, nos mesmos pontos temporais analisados pela 
citometria de ﬂuxo. O padrão nonnal foi utilizado como ponto inicial de análise (ﬁgura 
17). 
Um progressivo aumento na intensidade da resposta inflamatória ocorreu com o 
passar do tempo: variou de discreto a moderado nos primeiros dois pontos de estudo, 3 e 6 
horas após a crioterapia, (figuras 18 A e B); e de moderado a acentuado nos pontos 
seguintes, 12 e 24 horas, indicando sinais claros de inﬂamação aguda (ﬁguras 18 C e D); 
ﬁnalmente, nos últimos dois pontos de análise, 48 e 72 horas pós-crioterapia observou~se 
um intenso inﬁltrado inﬂamatório. Necrose pode ser observada no sítio do inﬁltrado 
inflamatório (figuras 18 E e F). Em todos os pontos estudados a célula preponderante foi 0 
neutróﬁlo; entretanto, com o passar do tempo, foi-se destacando a presença de linfócitos e 
macrófagos (ﬁguras 19 A, B, C, D, E e F). 
Em resumo, os resultados demonstraram um progressivo aumento da intensidade 
inflamatória aguda, sem alterações qualitativas importantes nesse infiltrado com o passar 
do tempo. Conseqüentemente, tomados em conjunto, todos os dados do estudo 
histopatológico confirmam o resultado obtido pela citometria de ﬂuxo.
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inflamação aguda de intensidade discreta 
de neutroﬁlos, 12 e 24 horas depois da crioterapia: há 
de moderado a imenso (C e D); 48 horas e depois: o inﬁltrado 
inﬂamatório é imenso, com sinais de necrose (E e F).
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A B 
Três e 6 horas após a crioterapia (A e B): inflamação aguda de intensidade discreta 
a moderada, com predomínio exclusivo de neutróﬁlos;. 12 e 24 horas depois da crioterapia: 
há um aumento da celularidade, de moderado a intenso (C e D), e o surgimento de algims 
linfócitos e macróiägos; 48 horas e depois: o inﬁltrado inﬂamatório é intenso (E e F) e 
apresenta todos os grupos celulares estudados. As setas vermelhas evidenciam neutróﬁlos, 
as verdes os linfócitos e as azuis os macrófagos.
DISCUSSÃO 
O mecanismo de ação da crioterapia ainda continua pouco entendido. Estudos 
mostram que vários fatores estão envolvidos, incluindo dano mecânico causado por cristais 
de gelo formados intra e extracelularmente; resultando em necrose °3. Outro fator 
importante seria o gradiente de concentrações hidroeletrolíticas entre os tecidos não- 
congelados e os tecidos em descongelamento 124. Finahnente, a vasoconstrição resultante 
do ﬁio, causando anóxia tecidual e morte celular, estaria também envolvida no processo 64' 
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A necessidade do processo inﬂamatório _ que se inicia após a crioterapia e leva à 
cicatrização e à cura -- não foi bem estudada em tal situação. Além do mais, poucos 
modelos experimentais foram utilizados e analisados com o objetivo de avaliar a 
inﬂamação induzida pela crioterapia '”. O presente estudo, portanto, foi desenhado para 
examinar vários parâmetros relacionados ao processo inflamatório induzido pela injúria do 
frio na criocirurgia, mimetizando a ação deste sobre a pele normal de um animal de 
experimentação. Além do mais, uma vez que não há modelo experimental na área, utilizou- 
se como ponto de partida o modelo descrito por Edwards et al. em 1981 para produção das 
bolsas de ar e análise do exsudato inﬂamatório do interior da bolsa, para com ele criar um 
modelo de estudo do modo de ação da injúria térmica induzida pela crioterapia sobre pele 
saudável ”°. Na dermatologia, o conteúdo do exsudato inﬂamatório de bolhas causadas por 
doenças auto-imunes já foram estudadas em seres humanos 1”. Em outros estudos, o 
modelo desenvolvido por Edwards tem sido usado extensamente para análise da resposta 
inflamatória experimental W, mas apenas Naidu o utilizou o para estudar inﬂamação na 
pele '2°. 
Não obstante os aspectos supracitados, usou-se a citometria de ﬂuxo como 
ferramenta importante na pesquisa do modelo. Através dela, analisou-se a celularidade 
total e das subpopulações. Finalmente, os resultados obtidos com as novas técnicas foram 
comparados e validados pelas técnicas tradicionais da contagem em câmara de Neubauer e 
estudo histopatológico '““”. 
Utilizou-se um modelo experimental animal, camundongos da linhagem suíça, 
buscando paralelos da presença ou ausência da ação do nitrogênio líquido sobre a pele
56 
normal simulando situação de crioterapia. Utilizou-se o nitrogênio líquido em jato por ser 
esse o procedimento mais comum na criocirurgia dermatológica m. Deve-se mencionar 
que outros procedimentos, como o uso de COz em haste ou mesmo de nitrogênio líquido 
aplicado com swab, estão também presentes na prática dermatológica 2* ”““3°. 
Neste estudo optou-se por raspar os pêlos dos camundongos com o objetivo de 
eliminar seu efeito no bloqueio da transmissão térmica W. Alguns autores, em estudo dos 
efeitos colaterais da crioterapia sobre o pêlo, realizaram-na sem esse procedimento 63. Nos 
pacientes a aplicação da crioterapia geralmente é feita em áreas do corpo sem pêlos 
terminais, como forma de evitar um dos seus efeitos colaterais mais comuns, que é a 
alopecia 1”, daí por que a crioterapia pode ser utilizada justamente com esse intuito, ou 
seja, induzir alopecia para tratamento '”. Dessa fonna, a depilação do camundongo na área 
de estudo é adequada, se não necessária, para os objetivos do trabalho. 
Fatores como tempo, área de aplicação, distância do jato e quantidade de nitrogênio 
aplicado são variáveis que podem interferir na ação da crioterapia 21- 47' “°, mas puderam 
aqui ser controladas com a aplicação de nitrogênio durante 15 segundos em jato contínuo, 
usando-se a ponteira tipo C, a uma distância de aproximadamente 1 cm em uma área de 
l cm de diâmetro, o que permitiu, ainda, uma simulação de procedimento para tratamento 
de lesões benignas na dermatologia “""°3. 
Considerou-se também no estudo a possibilidade do processo de formação da bolha 
induzir uma alteraçao na sua celularidade intema. Tal fato, explicável pela extrema 
sensibilidade da pele às agressões 2°' W, tornava-se, então, um viés para o modelo 
investigado. Petzelbauer considera essa sensibilidade a heterogeneidade do tipo e da 
intensidade de expressão de antígenos celulares endoteliais da microvasculatura cutânea “Â 
Assim, os grupos controles foram aqueles sobre os quais se simularam os procedimentos 
prévios de formação da bolha e que não foram submetidos a criointervenção. 
Por razões logísticas e técnicas, decidiu-se utilizar camundongos fêmeas de 
linhagem não-isogênica do tipo suíço (Tecpar), com idade entre 4 e 10 semanas. 
Inicialmente, a escolha de uma linhagem não-isogênica mostraria uma variabilidade ideal 
para os objetivos desta pesquisa. A população humana, objeto futuro deste estudo no que 
respeita à crioterapia, não é isogênica. O modelo de camundongo, embora não tão 
ﬁeqüente no estudo dos processos inﬂamatórios (o mais comum é o rato), apresentaria a 
vantagem do uso de anticorpos monoclonais disponíveis para determinação da 
subpopulação celular nas suas derivações deste estudo. Com relação ao fato da pele desses 
animais poder diferir muito da humana, Geiser e Walker demonstraram que a
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ﬁsiopatologia e histopatologia de lesões térmicas (queimaduras) em animais são muito 
semelhantes às dos humanos m. Do que se pode inferir que os resultados do modelo 
possam ser derivados para o estudo em seres humanos. F inahnente, a idade é uma variável 
que deve, e foi, controlada neste estudo. Berardesca e Distante mostraram que na 
inﬂamação cutânea a idade é um dos fatores que modiﬁca a evolução da resposta '“*°. 
Gilcherest et al. afirmaram que a resposta inﬂamatória da pele a lesão por radiação 
ultravioleta se reduz com a idade em seres humanos 1”. Assim, associando o detalhe da 
semelhança das respostas inﬂamatórias entre a pele humana e a de animais, justiﬁca-se o 
uso de camundongos jovens e da mesma idade. 
Após a decisão do aparato técnico, do modo de realização da crioterapia e da 
escolha do animal, pesquisou-se a celularidade no interior da bolsa de ar subcutânea. 
Restava deﬁnir quais pontos temporais deveriam ser analisados, uma vez que o objetivo do 
trabalho se centrava nos aspectos da inﬂamação aguda. Em geral, os estudos sobre a 
evolução da inﬂamação revelam um pico de exsudato nas primeiras 24 horas, seguido por 
resposta separada de mononucleares, formação de um denso exsudato e granuloma nos 2 a 
7 dias seguintes “*. Considerando que classicamente os eventos da inﬂamação aguda 
ocorrem em 72 horas 1”, era possivel que as modificações relacionadas com a crioterapia 
estivessem presentes nesse espaço de tempo. 
Entretanto autores demonstraram um processo dinâmico e seqüencial de citocinas 
que levam ao exsudato inﬂamatório e sua dinâmica após uma injúria ”°. Observaram, 
também, que as alterações são tão precoces quanto 1 hora após o desaﬁo 1”. Silber et al. 
demonstraram que esse processo seqüencial ocorre na parede endotelial 1”. Além do mais, 
essa cinética determina uma dinâmica até no processo de aderência da população celular 
dependente do tempo. A importância das moléculas de adesão pode ser apreciada em 
situações em que a migração de neutrófilos é bloqueada por anticorpos contra moléculas de 
adesão endoteliais, como se veriﬁcou em experimento feito na pele após queimadura '”. 
Assim, se deﬁniu que um estudo dinâmico deveria avaliar a concentração celular no 
interior da bolha subcutânea 3, 6, 12, 24, 48 e 72 horas após a injúria. Pontos semelhantes 
já foram usados em estudos da dinâmica da inﬂamação '49-1”. 
Este estudo baseou-se na análise cinética da celularidade do exsudato inﬂamatório 
após crioterapia. Embora muitos pesquisadores se concentrem na análise do perfil de 
citocinas para estudar inﬂamação '”' '54-1”, o estudo da celularidade tem sua importância, 
.uma vez que ela é um indicador de processo inﬂamatório, o que foi demonstrado por 
Stewart et al. com relação à neutroﬁlia peritonial como potencial indicador de inﬂamação
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desse órgão 15°. Outro argumento a corroborar a alteração da celularidade como indicador 
de inﬂamação vem do trabalho de Bone et al., que defmem, entre outros conceitos, a 
contagem leucocitária sangüínea como critério de sepse '”. Em ambos os casos, as 
citocinas, principalmente as quimiocinas, devido à sua produção pelas células envolvidas 
no processo de injúria, são responsáveis pelas alterações quantitativas e qualitativas no 
exsudato inﬂamatório *°“. Ou seja, a importância do estudo da celularidade se faz óbvio 
quando se considera que as células produzem e consomem as citocinas inﬂamatórias 
resultantes do processo, e se modiﬁcam com elas. 
Não só a celularidade, mas outros produtos da reação inﬂamatória podem ser 
utilizados para determinar a intensidade da inﬂamação. Os níveis de C3a, produto da 
degradação de C3, foi usado para determinar a intensidade da inﬂamação em injúria 
cutânea por queimadura em modelo experimental 1”. Entretanto a maioria dos estudos das 
lesões cutâneas causadas por fatores ﬁsicos têm determinado os níveis de citocinas. Klein 
et al. mostraram que na queimadura o aumento de IL-1 beta está associado a inﬁltração 
neutroﬁlica e ao incremento de LPS binding protein (LBP) '”, e que as infecções 
bacterianas nas queimaduras poderiam estar associadas à concentração aumentada de LPB. 
Ainda nessa linha, Ohzato demonstrou um aumento dos níveis de IL-6 sistêmico e local 
após queimadura 16°. Sobre essa citocina e a pele, Paquet e Pierard mostraram que ela tem 
papel crucial na patogênese de inﬂamação cutânea e no desenvolvimento de tumores e 
doenças '°'. 
Ainda sobre as citocinas inﬂamatórias nas lesões induzidas por injúria térmica, 
Abeyama et al. mostraram que a queimadura solar, através de UV, induz ativação de NF- 
kappa B e conseqüente transcrição de genes alvos, como IL-1, IL-6, TNF-alfa e KEGF, e 
que estes não estão associados a lesão tecidual direta W. Finalmente, Faunce et al. 
demonstraram que IL-8, outra citocina inﬂamatória, aumenta sua concentração nos tecidos 
queimados por água quente, além de atrair neutrófilos para esse sítio inﬂamatório. Neste 
estudo, 0 pico de IL-8 ocorreu 4 a 8 horas depois da injúria, mas o pico da concentração 
neutroﬁlica se veriﬁcou na 24” hora após o trauma '°3. 
Esses dados indicam que a resposta inﬂamatória que se segue a uma lesão térmica 
começa na própria pele. Células de Langerhans, macrófagos, ceratinócitos, ﬁbroblastos e 
células endoteliais contribuem para iniciar esse evento e participam de sua resolução pela 
liberação ativa e passiva de mediadores pró- e antiinﬂamatórios. Ikai et al. ainda incluem 
os mastócitos nesse processo, por seu papel na inﬂamação após UV '°“. Assim, acredita-se 
que no início de um processo de injúria fatores pró e antiinﬂamatórios são disparados
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simultaneamente '”. Esse balanço ocorre principahnente pelo padrão de citocinas 
produzidas após estímulo. Por exemplo, TNF induz a inﬂamação cutânea "55' '°6, e IL-10 a 
reduz *Si W. Ono et al. mostraram que existe uma cinética de citocinas e conseqüentemente 
uma cinética celular associada ao reparo da pele 15”. Monocyte chemoattractant protein-I 
(MCP-1), produzida por macrófagos, ﬁbroblastos e células endoteliais em resposta a um 
estímulo inﬂamatório cutâneo induzido por queimadura, é uma importante citocina desse 
processo de reparo 1”. 
Finahnente, resta especular o papel de NO no processo inﬂamatório cutâneo 
induzido por lesões térmicas. Benjamin et al. demonstraram, recentemente, que o NO 
produzido pelas células peritoniais residentes na infecção pode inibir a migração 
neutroﬁlica para essa cavidade "°. Nessa linha de observação, Youn et al. mostraram que 
na pele a inflamação por UV é dependente de oxigênio 1", dependência essa explicada pelo 
fato de que UVB estimula eNOS (endothelial nítríc oxíde synthetase) e XO (xantine 
oxidase). Tais enzimas produzem NO e ONOO` que são responsáveis pela vasodilatação e 
pelo eritema presente no processo inﬂamatório da pele induzido pela UVB "2. 
Considerando os aspectos mencionados, o estudo foi iniciado utilizando-se a 
técnica de citometria de ﬂuxo para avaliação das populações celulares isoladas na bolha 
subcutânea nos grupos experimental e controle. Tal técnica encontra-se em 
desenvolvimento no laboratório onde os experimentos foram realizados. Iniciahnente 
observou~se o padrão de granulosidade e tamanho dessas células. Três aglomerados 
celulares foram obtidos. A definição de populações macrofágicas, linfocíticas e 
granulociticas através da citometria de ﬂuxo só ocorreu após a análise dos padrões dos 
marcadores de superﬁcie dessas células. Todos as três populações expressavam CD45 em 
sua superfície, identiﬁcando-as como leucocitárias. Entretanto, somente um grupo 
expressava, de maneira não-superposta, células com marcadores CD3 e CD19 na sua quase 
totalidade. Estas células correspondiam, então, a região dos linfócitos. Na ausência de 
outros marcadores, os outros dois grupos celulares foram determinados com base nos 
valores de tamanho e granulosidade. Assim sendo, as células com maior tamanho foram 
consideradas como sendo macrófagos e a de maior granulosidade como sendo 
granulócitos, segundo dados dessas células obtidos por microscopia eletrônica 12°* ”°› "'*. 
Considerou-se também a possibilidade de modiﬁcar-se esse padrão celular com 0 
passar do tempo após o início do processo inﬂamatório e conseqüente ativação celular, a 
qual poderia aumentar ou diminuir o tamanho e_a granulosidade das células. Para elucidar 
esse aspecto, foram realizados em diferentes pontos temporais da evolução da lesão
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estudos de marcação de superfície, cujos resultados mostraram pouca alteraçao do perﬁl 
, 1 
com o passar do tempo. Dessa forma, os resultados foram confirmatorios da 
reprodutibilidade das áreas de análise escolhidas. 
Para a avaliação da celularidade, decidiu-se correlacionar os dados da celularidade 
total obtidos por citometria com os obtidos por contagem manual na câmara de Neubauer e 
no citômetro de ﬂuxo. Analisando os dados de 49 amostras, concluiu-se que existe uma 
correlação direta entre as duas metodologias. Portanto a citometria de ﬂuxo mostrou-se 
apta para substituir as técnicas tradicionais de avaliação de população total e 
subpopulações, com a vantagem da rapidez, precisão e imparcialidade. 
Uma vez que a dinâmica celular pode alterar-se não só quantitativa como 
qualitativamente "5, resolveu-se incluir no padrão de análise um estudo da proporção 
relativa de cada subpopulação, estudo que tem sido de extrema utilidade na avaliação 
clínica de pacientes. Por exemplo, de uma maneira geral, os leucogramas expressam os 
valores absolutos e relativos das diferentes populações leucocitárias sangüíneas, 
possibilitando importantes decisões clínicas no dia-a-dia hospitalar, pois os valores 
normais, quando em relatividade, podem assumir outra perspectiva. Assim, os dois tipos de 
análise foram utilizados e ambos são importantes na busca do conhecimento sobre a 
resposta inﬂamatória induzida por crioterapia na pele. 
Após a resolução dos padrões de análise por citometria de ﬂuxo, foram iniciadas as 
coletas de dados, iniciando-se com a determinação da celularidade total e das 
subpopulações no camundongo normal submetido ou não a crioterapia logo após a feitura 
da bolha subcutânea. Esses dados foram considerados padrões controles para o 
experimento. A celularidade total encontrada foi semelhante em ambos os gmpos. Essas 
células iniciais provavelmente derivam do processo de formação da bolha. Os resultados 
da celularidade relativa, entretanto, foram diferentes. Veriﬁcou-se signiﬁcativa redução na 
população de granulócitos e aumento proporcional de linfócitos no grupo submetido a 
crioterapia. Tais resultados encontram amparo na literatura, uma vez que se tem observado 
lesão direta dos vasos pelo frio "°. Além do mais, observou-se que as injúrias térmicas 
causam alterações diretas e rápidas por destruição e/ou contração e relaxamento das células 
endoteliais, na permeabilidade vascular. A substância P, uma das moléculas envolvidas no 
processo inﬂamatório e produzidas por terminações nervosas livres lesadas, é a possível 
responsável por esse fenômeno 1". Deve-se lembrar que essa substância, prontamente 
liberada após a injúria térmica, induz dor e prurido, sintomas esses presentes após a 
criocirurgia 4- '*“' ”*. Como resultado dessa ação, a resposta adrenérgica que se segue ao frio
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estaria reduzida '”. Por outro lado, Chappel et al. mostraram que na periferia das lesões 
térmicas ocorre isquemia intensa '8°. Assim, provavelmente, a alteração precoce no padrão 
celular se deve às modiﬁcações na permeabilidade vascular induzida pela crioterapia. 
Procedeu-se ao estudo através da análise dos dados absolutos e proporcionais das 
populações e subpopulações leucocitárias existentes na cavidade subcutânea dos dois 
grupos experimentais com o passar do tempo. Assim, neste modelo, o insulto parece 
induzir um aumento leucocitário na cavidade subcutânea, como esperado, correspondendo 
a um incremento da população granulocítica em termos absolutos, intenso na 24a hora após 
a indução da lesão. Chen et al. mostraram 0 papel do neutróﬁlo no disparo da resposta 
inﬂamatória local e sistêmica “K Assim, o crescimento precoce da população granulocítica 
na 24” hora seria capaz de determinar um processo inﬂamatório mais intenso que no grupo 
controle, disparado pela lesão celular induzida pela crioterapia 1”. 
Proporcionalmente, existe uma queda crescente na população granulocítica em 
ambos os grupos. Uma explicação para a redução progressiva de granulócitos após a 24a 
hora seria a destruição dessa população por macrófagos que iniciaram sua migração para o 
interior da bolsa de ar. Savill et al. demonstraram que esse fenômeno ocorreria após a 
ativação e envelhecimento neutroﬁlico “”. Outra explicação seria a apoptose induzida 
nessas células pelos fenômenos inﬁamatórios W. Finalmente, resta especular o papel de 
NO nessa redução populacional. Benjamim et al. demonstraram, recentemente, que o NO 
produzido pelas células peritoniais residentes em uma infecção letal inibe a migração 
neutroﬁlica para essa cavidade ”°. Assim, em conjunto, todos os dados informados 
parecem explicar que na crioterapia haveria migração precoce de neutrófilos como 
mecanismo de defesa. Entretanto, a ativação excessiva levaria a um disparo da ativação 
granulocítica e migração mononuclear, que tenninaria por inibir a migração de novas 
células para a bolsa de ar e conseqüentemente reduzir o número absoluto dessas células na 
cavidade. 
Interessante, porém, é a não-redução proporcional dessas células no curso da 
infecção, pois o nível de granulócitos atinge um valor de redução por volta de 50-60%, 
mantido durante o resto do experimento. Tal fato pode ser explicado por alguns aspectos, 
como, por exemplo, pelo favorecimento de infecções no mecanismo de formação da bolha 
após a crioterapia 1”, o que, entretanto, não explica a semelhança dos resultados em ambos 
os grupos. Outra conjectura para explicar a não-redução de granulócitos seria o gradiente 
de morte celular epidérmica, estimulantes da presença de neutrófilos, por isquemia na 
borda da lesão 18°. Entretanto, novamente, esse dado não explica a semelhança dos
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resultados entre o grupo experimental e o controle. Assim, em conjunto, todos os dados 
informados parecem explicar que na crioterapia, embora houvesse uma intensa migração 
precoce de neutróﬁlos como mecanismo de defesa, outros fatores manteriam essa 
população nos níveis observados. 
Outro aspecto interessante neste estudo foi o aumento absoluto e proporcional de 
mononucleares na cavidade, após a injúria térmica. Macrófagos e linfócitos residentes na 
pele também são considerados a primeira linha de defesa e recuperação após injúria '“. O 
aumento dessas populações foi demonstrado após um estímulo inﬂamatório descrito no 
desenvolvimento da inflamação aguda e sua evolução para crônica “”. Associa-se a isso o 
fato de que essa migração objetiva dar início a resposta imune especíﬁca contra o agente 
agressor, possibilitando a recuperação tecidual ls”. 
Tomados em seu todo, os níveis proporcionais de células do gmpo experimental, 
quando comparados aos do grupo controle em todos os pontos temporais, podem ser 
explicados pelo fato de que a formação da bolha é uma injúria tecidual. A crioterapia 
ampliﬁca o fenômeno, criando outro elemento estimulador da inﬂamação. Todos esses 
estudos indicam que na pele, como em outro tecido vascularizado, as alterações 
quantitativas e qualitativas da celularidade são respostas inﬂamatórias aos fatores 
quimiotáticos que as precederam. Além do mais, os níveis de modiﬁcações de celularidade 
têm correlação direta com a intensidade do processo inﬂamatório. 
A última fase do estudo objetivou observar se as alterações celulares no conteúdo 
da bolha subcutânea a partir da crioterapia correspondiam aos achados em um estudo 
histopatológico. De certa forma, pretendia-se avaliar se o modelo da bolha e a citometria 
de ﬂuxo mediriam as modiﬁcações histológicas induzidas pela crioterapia. Pequenas 
modiﬁcações foram instituídas, como a opção pela orelha, a redução da área de crioterapia 
para 0,5 cm de diâmetro e a diminuição do tempo para 10 segundos. Tais modiﬁcações 
objetivavam manter a integridade tecidual e a correspondente lesão ao tecido em uma área 
como a da orelha. 
Resolveu-se analisar apenas o tipo celular predominante e a intensidade desse 
inﬁltrado. Tomados esses dados em conjunto, assemelhavam-se aos obtidos no modelo 
experimental, com marcante predomínio de neutrófilos desde o início do processo 
inﬂamatório e o surgimento de outras populações celulares mononucleares após a 243 hora. 
Dessa forma, a histopatologia confirmou o potencial do modelo e a importância da 
citometria de ﬂuxo no estudo da inflamação experimental da crioterapia.
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Com todos os dados acima somados, pode-se considerar que a crioterapia induz 
lesão tecidual e vascular seguida de alterações vasculares que, por sua vez, induzem a 
adesão, a diapedese e a ativação neutrofílica, dando início ao processo inﬂamatório 
observado. Os dados da análise da celularidade levain a supor que o aumento granulocítico 
seria associado a proteção. Entretanto especula-se sobre a necessidade da migração celular 
nesse tipo de situação. Por exemplo, Nwariaku et al. demonstraram que a inibição da 
migração neutroﬁlica por anti-CDI8 seria capaz de reduzir a destruição tecidual causada 
por queimadura 1”. Cetinkale et al. mostraram a cinética da invasão neutroﬁlica na pele 
após a queimadura e induziram uma redução nessa migração e os efeitos inﬂamatórios pelo 
uso de FK506 (tracolimus) **°; eles sugerem que tal redução da inﬂainação ocorreu devido 
a uma diminuição da peroxidação lipídica. Tal participação deletéria dos metabólitos do 
ácido aracdônico nesse tipo de inﬂamação foi confirmada nos estudos de Dong et al., que 
mostraram que o ibuprofeno, antiinﬂamatório não hormonal e redutor dos metabólitos do 
ácido aracdônico, aumenta a sobrevida de animais submetidos a queimadura em mais de 
30% de área corporal '°°. Ainda nessa linha, Eldad et al. evidenciaram 0 papel de HzOz na 
indução da inﬂamação tópica causada pelo gás mustarda '°'. Finalmente, Sholley e Cotran 
demonstraram que a infiltração de células inﬂamatórias, principahnente mononucleares, 
não é um estímulo necessário para iniciar a proliferação endotelial e a cicatrização na 
inﬂamação aguda não-imune, como nas queimaduras 1”. 
Tomados, assim, em conjunto, os dados informados parecem explicar que na 
crioterapia haveria migração precoce de neutróﬁlos como mecanismo de defesa. Entretanto 
o balanço de ativação levaria a um disparo da ativação granulocítica excessiva, que 
terminaria por inibir ou diﬁcultar o processo de recuperação em tal situação. Portanto, 
pode-se sugerir que a morte celular por si só resultaria nos efeitos terapêuticos da 
crioterapia e que mecanismos reguladores que evitam o descontrole da resposta 
inflamatória deveriam ser usados. Tais efeitos benéﬁcos já foram evidenciados em outros 
estudos sem considerar-lhes a eﬁciência terapêutica '”"”. 
Portanto, o método aqui proposto - de análise da modiﬁcação da população 
leucocitária através da citometria de ﬂuxo após crioterapia - revelou uma migração 
neutrofilica para o sítio inﬂamatório, a qual pode estar associada ao início do processo de 
cicatrização ou à indução de um processo inﬂamatório desnecessário para o efeito 
terapêutico da crioterapia. adicionalmente, a migração mais tardia das células 
mononucleares estaria associada ao início da resposta imune específica. essa estratégia 
pode ampliar o entendimento do modo de ação da crioterapia e ser útil para avaliar as
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modificações dos mediadores inflamatórios. além de ser pioneiro na demonstração destes 
aspectos, o presente modelo pode ser usado em outros estudos.
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